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Legumain／asparaginyl endopeptidase controIs extracellular matrix remodeling through
the degradation of fibronectinin mouse renal proximal tubular cells．
（マウス腎臓の近位尿細管において、Legumain／asparaginylendopeptidaseは、fibronectin
分解を介して細胞外基質の代謝を制御する。）
【目的】
Legumain／Asparaginyl endopeptidaseはライソソームに存在するシステインペプチダーゼである。マウスの
各臓器において、特に腎臓でLegumainのmRNA発現が増強している事が報告され、我々もラットの各臓器で、腎
臓の近位尿細管にLegumainが強く発現している事を免疫組織化学染色法にて示した。これよりLegumainは腎臓、
特に近位尿細管において重要な働きを有していると考えられるが、その詳細は未だ不明である。
全ての腎疾患において、腎臓問質の線維化が腎機能低下につながる事が知られている。この線維化は細胞外基
質タンパク質（extracellularmatorix：ECM）の過剰な蓄積によるものと考えられているが、この異常なECM蓄積の
機序はいまだ明確ではない。したがってEChl蓄積の機序の解明は、腎臓腺維化の病態解明につながると期待でき
る。ECMの分解は主に細胞膜上に存在する酵素が司ると考えられているが、近年、ECMが受容体を介したエンドサ
イトーシスで細胞内に取り込まれ、ライソソームで分解される経路が重要であると報告された。そこで我々は、
LegumainがECMの取り込み・分解に関与するという仮説を立て、これを証明する事を実験の目的とした。
【方法】
1、Legumainが活性を持つ酸性条件下（pH5．0）にて、精製したLegumainとフイブロネクチンをincubate L、
Legumainによるフイブロネクチンの分解を検討した。
2、細胞外のフイプロネクチンの取り込み・分解に対する細胞内のLegumainの関与を検討するために、培養マウ
ス近位尿細管細胞の培養液中に、ビオチン標識したフイプロネクチンを添加し、10時間後に培養液に残存したビ
オチン標識フイプロネクチンの量を測定した。この実験を、リボフェクション法による遺伝子導入によるLegumain
の強発現下と、ライソソームの活性阻害薬（クロロキン）を用いたライソソームの活性阻害下にて行った。
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3、腎問質の線維化を起こす慢性腎障害モデルとして片側尿細管結繋（unilateral ureteral obstructlOn：LrUO）モ
デルを用い、野生型マウス（WT群）とLegumainノックアウトマウス（KO群）を比較検討した。UUOは体重20－25g
のマウスに対して、麻酔下に左側尿管を結集して作製し、術後10日後に左右の腎臓を採取した。コントロールと
しては右側の非結染側を用い、結染側と比較した。腎組織はAZAN染色により線維化を、免疫組織化学法によって
フイブロネクチン沈着を評価した。またフイブロネクチンのタンパク量をウエスタンプロット法にて、mRNA発現
虫をreal－tlme RT PCR法にて評価した。
【結果】
1、精製Legumainはフイブロネクチンを直接分解した。この分解はLegunainの阻害物質であるCystatlnCによ
り阻害された。
2、細胞にLegumainを強発現させると、コントロール群と比較して、培養液中のビオチン標識フイブロネクチン
の残存蕊が減少した。また、ライソソームの活性を阻害すると、ビオチン標識フイブロネクチンの残存量が増加
した。
3、UUOによりフイブロネクチンのmRNA発現は増加したが、WT群とKO群に差は認められなかった。しかし、WT
群に比し、KO群では、結集側腎皮質のフイプロネクチン沈着エリアが拡大するとともに、フイブロネクチンのタ
ンパク量も増加していた。またlm群よりも、KO群において、腎問質の線維化が克進していた。
【考察】
Legumainがフイブロネクチンを直接的に分解する事を示し、フイブロネクチンがLegL皿ainの基質である事を証
明した。培養尿＃I］］管細胞による実験では、細胞内のLegumainを強発現する事で、細胞外に添加したフイプロネク
チンの分解が先進する事、ライソソーム酵素の活性阻害下では細胞外に加えたフイプロネクチンの分解が低下す
る事が分かった。これより、細胞外に存在するフイブロネクチンの取り込み・分解に、細胞内のLegumainが関与
する事が示唆された。
UUOモデルにおいて、フイブロネクチンのmRNA発現については両群に差を認めなかったにも関わらず、KO群で
はWT群よりもフイプロネクチン沈着が先進し、さらに間質線維化も先進していたことは、KO群では慢性腎障害モ
デルにおいて過剰に蓄積したフイブロネクチンの分解が低下している事を示し、つまりLegumainがフイブロネク
チン分解を介して腎臓の腺維化を制御している可能性を示唆しているものと考えられる。
【結論】
腎臓腺維化の際に蓄積するフイブロネクチンの代謝において、細胞内への取り込み、ライソソームによる分解
が重要であり、この取り込み・分解にライソソーム酵素Legumainが重要な役割を果たしている事を明らかにした。
これよりLegumalnが、腎臓線維化の病態において重要な働きをしている可能性がある。
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（学位論文審査の結果の要旨）
腎臓疾患においては腎臓問質の線維化がおこり、腎機能が低下する。線維
化は細胞外マトリックスタンパク質の蓄積による。
腎臓リソソームにはシステインペプチダーゼであるレグメイン1egumain
が局在しているが、本研究は、このタンパク質加水分解酵素であるレグメイ
ンに着目して、線経の本体である細胞外マトリックスタンパク質の分解代謝
を検討したものである。
その結果、1）精製したレグメインによるフイブロネクチンの直接分解、
2）レグメインの細胞外フイブロネクチンの分解への関与、3）慢性腎障害
モデル（片側尿管結繋）において、レグメインのノックアウトマウスでのフ
ィプロネクチンの分解低下、を明らかにした。この結果に基づいて申請者は、
レグメインが腎臓問質の線維化を制御していることを結論した。
この成果は腎疾患の病態解明や治療法開発に寄与することが期待され、よ
って、本論文は博士（医学）の学位論文に値する。
なお申請者は平成20年1月30日実施の論文内容とそれに関連した試問を受
け、合格と認められた。
（平成26年之　月5、日）
